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論文内容の要旨
1． 研究の背景と目的
卵殻の役割を人工容器に代替させた鳥類胚の培養は，
遺伝子導入の効率化，希少鳥類の保護・増殖に貢献する
ものであるが，未だ方法が確立されていない。鳥類の卵
は卵殻の中に栄養物質である卵黄や卵白を大量に含んで
おり，卵殻内において胚発生の大部分が進行する。卵殻
は主に炭酸カルシウム（98.43%），炭酸マグネシウム
（0.84%），リン酸カルシウム（0.73%）から構成され，
胚発生においてミネラル供給源，ガス調整機能および培
養容器としての 3つの機能を有している。このため，胚
の培養に用いる容器はこれらの機能を満たす必要があ
る。Perry（1988）の代理卵殻法は初めて本来の卵殻外
でのニワトリ胚の培養を可能にした。この培養法は，
System I（1細胞期から胚盤葉期），System II（胚盤葉
期から培養 72時間迄）および System III（培養 72時
間以降）の 3つの段階のうち，ガラス容器で培養する
System I以外は培養容器に加工した卵殻を用いており，
卵殻の持つ機能をそのまま利用している。培養容器に人
工の素材のみを用いた胚培養法は，実験動物として広く
用いられているニホンウズラを対象として検討されてお
り，Ono et al.（1994）は System I，Kawashima et al.
（2005）は System II，および Kamihira et al.（1998）
は System IIIにおける培養法をそれぞれ検討している
が，これらの報告は各 Systemに限定したものであり，
1細胞期または胚盤葉期から一貫して人工容器で培養し
た報告は見当たらない。
本研究では，Kamihira et al.（1998）を参考にポリテ
トラフルオロエチレン（PTFE）膜とポリプロピレン製
のコニカルチューブを培養容器として，ニワトリの水様
性卵白に乳酸カルシウムや卵殻粉末を添加したものを培
養液として用い，胚盤葉期から孵卵 60時間後までの 5
つの段階（胚盤葉期および孵卵 27・48・55・60時間後）
の胚を 38℃で培養することで，人工容器による培養環
境が胚に与える影響を調べ，胚盤葉期胚からの培養技術
における問題点を明らかにしようとした。
2． 培養容器における空気層の有無と培養開始時期の違
いが胚に与える影響
ウズラ胚を対象として人工容器の培養環境（培養中の
空気層の有無）が胚にどのような影響を与えるのか検討
するため，胚盤葉期および胚盤葉期から 60時間孵卵
（前孵卵）を行った後に人工容器を用いて培養を開始し
た。
培養には胚の上面に空気層を設けた区（空気層あり）
と，卵白で満たし空気層を排除した区（空気層なし）を
設定し，それぞれの実験区に対して胚盤葉期および前孵
卵後から人工容器で培養した。なお，通常孵卵した胚を
対照区とした。また，添加ミネラルとして乳酸カルシウ
ム 35mg を加えた。その結果，胚盤葉期から人工容器
で培養した場合，生存率は 13日目に空気層ありの 42%
に対し，空気層なしでは 19%と有意（p＜0.05）に低い
値を示した。前孵卵後に人工容器で培養した場合，生存
率は 12日目に空気層ありの 80%に対し，空気層なしで
は 40%と有意（p＜0.05）に低い値を示した。胚盤葉期
から人工容器で培養した胚は，前孵卵後に人工容器で培
養を行った胚より全期間を通じて低い生存率で推移し
た。また，羊膜を破り孵化に相当する段階まで発生した
胚は，空気層ありで胚盤葉期および前孵卵後から人工容
器で培養した場合に 10∼15%存在した。培養中に死亡
した胚の発生段階やサイズを比較した結果，人工容器で
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培養した胚は通常孵卵した胚に比べ発生が遅延する傾向
が認められ，Stage45胚のサイズ（全長）も 35∼53%小さ
かった（p＜0.05）。また，胚盤葉期から人工容器で培養
した胚は，前孵卵後から人工容器で培養した胚よりサイ
ズ（全長）が 29%小さかった（p＜0.05）。
一方，胚盤葉期から人工容器培養を行った胚には 4日
目以降から約 20%の奇形が認められたのに対し，通常
孵卵した胚および前孵卵後から人工容器で培養した胚に
は奇形の発生が認められなかった。また，発生した奇形
の部位は，約 67%が眼に関するものであり，眼以外に
も頭蓋骨や胸骨の形成不全が認められた。
以上のことから，本実験での人工容器による胚培養で
は，これまでの前孵卵後に人工容器で培養した胚に関す
る報告と同様に成長が遅延または制限されることが確認
された。加えて，成長の遅延や制限の度合いは人工容器
での培養開始時期が早いと大きくなることが明らかと
なった。また，胚成長に必要な乳酸カルシウムを添加し
たにもかかわらず胚が小さったことから，添加した乳酸
カルシウムからのカルシウムの吸収が不十分であると思
われた。この現象は空気層が排除された場合に顕著であ
ることから，培養容器のガス調整機能が不十分である可
能性も考えられた。さらに，胚盤葉期から発生 60時間
後までの初期発生における培養環境が，胚の奇形発生に
関与することが示唆された。
3． 人工容器での培養開始時期が胚の外部計測値とカル
シウムおよびマグネシウムの含有量に与える影響
人工容器で培養した胚は通常孵卵した胚に比べ発生が
遅延し，胚のサイズも小さい。胚のサイズは骨の形成と
関係があるとされているが，人工容器による胚培養で
は，乳酸カルシウムを添加しても通常孵卵した胚に比べ
発生の遅延や胚のサイズが小さいといった現象が認めら
れた（実験 2）。このことから，人工容器による培養開
始時期（胚盤葉期または孵卵 60時間後）の違いがカル
シウム（Ca）とマグネシウム（Mg）の含有量，発生ス
テージおよび胚の外部計測値に与える影響を明らかにし
ようとした。なお，添加したミネラルは，Kamihira et
al.（1998）の報告と予備実験の結果から，乳酸カルシ
ウム 35mgまたは乳酸カルシウム 25mg＋卵殻粉末 10
mgとした。
その結果，培養初期（発生 60および 120時間後）に
おける外部計測値は，培養開始時期の違いにかかわらず
人工容器で培養した胚と通常孵卵した胚の間に差は認め
られなかった。しかしながら，培養中期以降（発生 240
および 360時間後）においては，人工容器で培養した胚
は通常孵卵した胚より乾重量で 54∼57%，湿重量で 32
∼54%，第 3趾長で 19∼35%，全嘴峯長で 21∼27%，お
よび全長で 26∼28% 小さかった（p＜0.05）。また，胚
盤葉期から人工容器で培養した胚は，前孵卵後から培養
した胚および通常孵卵した胚より眼直径が 11∼22%小
さかった（p＜0.05）。一方，人工容器で培養した胚の
CaとMgの含有量は，培養開始時期に関係なく通常孵
卵した胚に比べ低い値（Ca : 12∼88%，Mg : 28∼75%）
を示した。また，胚盤葉期から培養を開始した胚は，前
孵卵後から培養を開始した胚よりサイズ（全長）が
19∼25% 小さく，Ca および Mg の含有量がそれぞれ
55∼61%および 41∼42%低かった（p＜0.05）。
以上のことから，人工容器での培養開始時期に関係な
く，乳酸カルシウムや卵殻粉末を添加しても通常孵卵し
た胚に比べ胚成長に必要な CaおよびMgが十分に吸収
されないこと，培養開始時期が早いとサイズが小さくな
り Ca および Mg の吸収量が少なくることが明らかと
なった。
4． 培養開始時期の違いが奇形発生に及ぼす影響
実験 2において胚盤葉期から前孵卵 60時間までの間
に奇形が発生する要因が存在することが示唆されたこと
から，さらに詳細に奇形発生の要因が存在する時期を特
定するため，人工容器での培養を胚盤葉期，孵卵 27時
間後，48時間後，55時間後および 60時間後から開始
し，生存率の推移と奇形の発生率について調べた。な
お，培養容器内には空気層を設け，ニワトリの水様性卵
白に乳酸カルシウムを 35mg添加したものを培養液と
して用いた。
その結果，発生 7日目まではいずれの区も生存率に差
は認められなかったが，12日目以降は全ての培養区に
おいて急激な生存率の低下が認められ，15日目には全
ての胚が死亡した。奇形は前孵卵 55時間未満から人工
容器で培養した胚に 16%認められたが，55時間後およ
び 60時間後から培養を開始した胚には認められなかっ
た。また，55時間後から培養を開始した胚には孵化直
前である Stage 45まで到達した胚が 10%認められた。
なお，発生した奇形の 57%が眼に関するものであった。
胚を保護する羊膜の形成は孵卵 29時間後から胚の頭側
で始まり，孵卵 35時間後には眼が分化する予定の前脳
のほぼ全域が羊膜で覆われることが知られている。
以上のことから，奇形発生と羊膜形成の関係が強く示
唆され，孵卵 55時間未満の胚は，人工容器による培養
環境の影響を受けやすいことが明らかとなった。
本研究は，ニホンウズラ胚を胚盤葉期から孵化予定日
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まで一貫して人工容器で培養し，人工容器による培養が
ニホンウズラ胚に及ぼす影響を初めて明らかにした。
本研究の結果から，人工容器による培養環境や培養開
始時期の違いが胚の体の大きさ，ミネラル含有量，生存
率および奇形の発生率に影響を及ぼすことが明らかと
なった。また，羊膜形成の段階と胚の奇形発生に関係性
が示唆されたことから，奇形発生の認められた孵卵 55
時間未満の培養環境を胚へのダメージが少なくなるよう
に改善する必要がある。
審査報告概要
卵殻を人工容器に代替させた鳥類胚の培養は，遺伝子
導入の効率化，希少鳥類の保護・増殖に貢献するもので
あるが，胚盤葉期から一貫して人工容器を用いた培養法
は確立されていない。本研究は，胚盤葉期から孵卵 60
時間後までの 5段階のニホンウズラ胚を，ポリテトラフ
ルオロエチレン膜とポリプロピレン製のコニカルチュー
ブを用いた人工容器により培養し，胚盤葉期胚に対する
人工容器培養技術の問題点を明らかにしようとした。そ
の結果，前孵卵 55時間未満の胚にのみ奇形が発生する
ことを初めて明らかにし，羊膜が未完成の胚は，人工容
器の培養環境による致命的な影響を受けやすいことを示
した。また，人工容器による培養では成長の遅延や胚の
サイズが小さくなることから，胚への CaおよびMgの
吸収量を測定し，添加したミネラルの胚への吸収が不十
分であることを明らかにした。さらに，空気層の排除が
胚の生存率を低下させることから，培養容器のガス交換
機能が不十分である可能性を示した。本研究は，胚盤葉
期胚からの人工容器による胚培養法について検証した初
めての研究であり，今後，同手法を改良し発展させる上
での貴重な知見を示すものである。
よって，審査員一同は博士（畜産学）の学位を授与す
る価値があると判断した。
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